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国内外检测食品中叶酸标准的对比及建议
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摘 要：美国官方分析化学家协会的叶酸检测标准可选择性多，如使用的菌株、培养温度等，使用仪器较为先进。我

国标准中在这些方面还存在一定的差距。本文收集中国、国际食品法典委员会、欧盟和美国组织制定的有关叶酸检测

的标准，从适用范围、菌株、样品的前处理、培养、测定等过程分别进行对比。标准的制修订过程中，建议对比借鉴国际

标准的制修订和验证流程，逐步与国际标准化体系建设接轨，实施标准跟踪和培训，满足实验室检测需要。
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Comparison and suggestion on the determination of folate in food between domestic and 
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Abstract： Association of Official Analytical Chemists standard for the determination of folate is more flexible， such as 
the use of strains， culture temperature， the use of more advanced equipment.  There are still some gaps in these aspects in 
domestic standards.  The relevant standards and regulations of the determination of folate in China， Codex Alimentarius 
Commission， European Union and the United States are compared from the aspects of the scope of application， strain， 
sample pretreatment， culture， determination method and others.  In the process of drafting and revising the standards， the 
international standard system should be referenced and integrated gradually， standard review and training should be 
implemented to meet the needs of the lab.
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叶酸是一类结构相似的化合物，属于水溶性维

生素，是生命活动中不可缺少的一种微量化合物［1］。

本文针对食品中叶酸测定方法，对比分析了国内外

叶酸检测方法标准异同，以期为叶酸检测相关实验

人员提供控制实验操作过程、对相关规定的理解以

及质量控制的有效知识和信息，为我国标准的制修

订工作提供思路和参考。

1　国内外叶酸检测标准现状

1943 年 O’DELL 等［2］最早提出生物法测定叶

酸的技术。生物法最早采用动物作为实验对象，后

来发现在大鼠肠道中存在能够合成叶酸的微生物，

干扰叶酸含量的测定［3-4］。由于微生物结构简单，因

此开发了以微生物为载体的叶酸测定方法，目前筛

选到的微生物主要有细菌、酵母和霉菌［5］。

国 际 食 品 法 典 委 员 会（Codex Alimentarius 
Commission，CAC）、欧盟和美国叶酸检测方法标准

主要依据美国官方分析化学家协会（Association of 
Official Analytical Chemists，AOAC）组 织 发 布 的 标

准，采用自愿化标准体系，不具有强制性，标准的制

订和修订由各国的专业团体、协会和学会承担。目

前 AOAC 共发布 7 个标准，分别为 BS EN 14131—
2003［6］、AOAC 2004. 05—2014［7］、AOAC 992. 05—
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1995［8］ 、AOAC 944. 12—1997［9］ 、AOAC 960. 46—
1960［10］、AOAC 2011. 05—2011［11］和 AOAC 2011. 06［12］，

其中前 5 个为微生物方法。AOAC 2011. 05—2011
是光学生物传感器法，2011 年 HARVEY INDYK 提

出了利用光学生物传感器法来测定叶酸，该方法被

列入 AOAC 的推荐方法。AOAC 2011. 06 是超高效

液相色谱-质谱/质谱法，在样品经过酶解、提取等步

骤后，通过超高效液相色谱 -质谱进行分析，但该方

法仅可对单一组分进行测定，得到的是样品中某种

叶酸单体的含量。

我国目前对食品中叶酸的检测方法标准为 GB 
5009. 211—2014，为强制标准，该标准为微生物法，

使用标准菌株为鼠李糖乳杆菌（ATCC 7469），在一定

的叶酸浓度范围内，固定条件（温度、时间等）下培养

后，根据菌悬液浓度来反映产品中对应叶酸的含量。

2　国内外叶酸检测标准中微生物法的对比

由于微生物法具有高灵敏度、能检测活性叶酸

盐等特点，AOAC 将微生物法作为叶酸检测的首选

方法和仲裁方法，本文主要针对我国和 AOAC 标准

中微生物法的适用范围、使用的菌株及保存方式、

样品前处理和培养测定条件等方面进行对比。

2. 1　适用范围

GB 5009. 211—2014 和 BS EN 14131—2003 均

适用于食品中叶酸的测定，包括叶酸强化食品如婴

幼儿配方乳粉，也包括天然食品如菠菜、猪肝等，测定

的是食品中总的叶酸含量。AOAC 2004. 05—2014
适用于谷物和谷类食物中的总叶酸的测定；AOAC 
992. 05—1995 适用于婴幼儿配方乳粉中游离态叶

酸的测定；AOAC 944. 12—1997 只适用于含有游离

叶酸的维生素制剂；AOAC 960. 46—1960 是微生物

法测定叶酸、生物素、泛酸等水溶性维生素的方法

总则。以上标准的适用范围取决于样品前处理阶

段是否使用酶解来释放样品中的结合态叶酸盐。

2. 2　使用的菌株及保存方式

我国与 AOAC 叶酸检测标准在菌株选择上不

同 ，GB 5009. 211—2014 和 BS EN 14131—2003、
AOAC 2004. 05—2014、AOAC 992. 05—1995 中 所

使用的菌株为鼠李糖乳杆菌，该菌株用于测定含谷

氨酰基≤3 个的叶酸盐［13］，而 AOAC 944. 12—1997、
AOAC 960. 46—1960 中测定使用的菌株为粪链球

菌。这两株菌都对叶酸有生长特异性，可用于叶酸

测定。

我国与 AOAC 标准对菌株活性的保存方式也

不同，GB 5009. 211—2014 中对储备菌株规定了每

月传代 1 次，接种液则采用了“叶酸饥饿”培养的菌

悬 液 ；BS EN 14131—2003、AOAC 2004. 05—2014
采用-20 ℃或-70 ℃保存储备菌株，与无菌生理盐水

混合后作为工作菌株使用；AOAC 992. 05—1995、
AOAC 944. 12—1997 中采用了月、周和日接种管对

菌株进行传代，日接种管接种肉汤培养后，对沉淀

物离心洗涤，重悬后作为接种液。从实际检验工作

来看，传统的琼脂传代保存或饥饿培养方法都比较

繁琐，易引起菌株的污染、变异。冷冻保存菌株直

接使用的方式较为简单方便，制备后可长期使用，

在保持活性的基础上降低了实验人员的工作量。

2. 3　样品前处理

GB 5009. 211—2014 中样品前处理分为酶解提

取法和直接提取法。酶解提取法是采用鸡胰腺冻

干粉、蛋白酶和淀粉酶来处理谷薯类、肉蛋类等含

天然叶酸的样品；对于营养补充剂或外源添加叶酸

的测定可使用直接提取法。BS EN 14131—2003 中

样品经过 100 ℃~121 ℃处理，采用 γ-谷氨酰水解酶

（猪胰腺来源）水解 3 h 后，得到的上清液可在-18 ℃
保存；AOAC 2004. 05—2014 中对样品进行高压、鸡

胰腺冻干粉、蛋白酶和淀粉酶处理后，滤液可在 4 ℃
放置过夜；AOAC 992. 05—1995 使用鸡胰腺冻干粉

水解样品；AOAC 944. 12—1997 用碱性溶液溶解后

高压水解，冷却过滤作为待测液。样品前处理过程

是否采用酶解处理主要由样品中是否含天然叶酸

及所占比例决定。

2. 4　培养、测定仪器

在营养元素固定的条件下，温度和时间是微生

物培养条件的主要影响因素。通过对比国内外标

准中的培养条件（表 1）可知，叶酸测定标准中规定：

鼠李糖乳杆菌的生长温度为 30 ℃～40 ℃，粪链球

菌为 37 ℃。

我国使用的检测仪器是分光光度计，国外使用

的是分光光度计、酶标仪。一般来说，培养后的菌

悬液测定方式分为光密度测定和酸度测定，可使用

表  1　菌株培养条件及测定仪器

Table 1　Culture condition and testing instrument of strains
标准

GB 5009.211—
2014
AOAC 944.12—
1997
AOAC 960.46—
1960
BS EN 14131—
2003
AOAC 2004.05—
2014
AOAC 992.05—
1995

培养条件

（37±1.0） ℃，20～40 h
30～40 ℃，±0.5 ℃，6～24 h

30～40 ℃，±0.5 ℃
（37±0.2） ℃，15～24 h

37 ℃，22 h
37 ℃，24 h（光密度法）；28～

40 ℃，±0.5 ℃，60～72 h（酸度法）

测定仪器

分光光度计

分光光度计、
酶标仪

分光光度计、
酸度计
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仪器有分光光度计、酶标仪、pH 计。分光光度计、

pH 计在测定过程中需要耗费大量的人力物力，工

作量大，重复性和稳定性较差，工作效率低。酶标

仪测定使用的是微孔板，通量大，样本、试剂用量

少，具有检测速度快的显著优势，在吸光度值的测

定中，已发展成为适用范围广的分析仪器［14］。

2. 5　其他

BS EN 14131—2003 标准中规定了重复性限和重

现性限。以乳粉为例，叶酸平均含量为 142 μg/100 g，
重复性限为 26 μg/100 g，重现性限为 67 μg/100 g；
AOAC 992. 05—1995 乳 粉 中 叶 酸 平 均 含 量 为

173. 1 μg/100 g 时，重复性限为 16. 2 μg/100 g，重
现 性 限 为 44 μg/100 g；我 国 标 准 GB/T 27404—
2008 给出了实验室的变异系数参考值［15］，目标物含

量为 1 mg/kg 时为 11%，而 GB 5009. 211—2014 中

对强化食品规定的重复性限为平均值的 5%，该标

准规定得较为严格，但实验影响因素较多，不能完

全满足该要求。

3　我国食品安全国家标准的修订建议

通过国内外标准对比可以看出，AOAC 的标准

在叶酸的测定过程可选择性多，使用仪器较为先

进。我国与国外标准相比，在菌株、培养温度、测定

仪器的可使用性等方面，仍存在一些差距，这是由

于发达国家的实验室拥有先进的仪器设备，检验检

测机构专业人员水平较高，而我国实验室检测仪器

设备较发达国家还有差距，食品检测人员的专业技

术水平满足不了食品检测需求，例如分光光度计已

不能满足日常检测要求，菌株的保存条件、储备溶

液的标定等问题，在检测过程中都对实验效率、准

确性和重复性存在一定的影响，因此 GB 5009. 211
—2014 亟待修订。

GB 5009. 211—2014 修订过程中，在储备菌株

是否能保存 30 代、叶酸储备液是否需要标定、饮料

是否可用直接提取法等方面收到的意见反馈较多。

通过对比国内外标准的差异，参考国际标准，采纳

部分意见建议，扩大了 GB 5009. 211—2014 检测过

程中的可选择性。同时，GB 5009. 211—2014 修订

时，还应当对比借鉴国际标准的制订、修订和验证

流程，逐步与国际标准化体系建设接轨，满足实验

室检测需要。在标准发布后，对标准中的关键点及

修订内容，加强宣贯培训，提高实验室检验水平和

质量，确保检验检测结果的准确性和有效性。

本文通过对比国内外叶酸检测标准，掌握叶酸

检测方法的发展现状，评估国内外标准检测的差异

性，借鉴国外标准中的优势，吸纳先进的检测手段，

促进了叶酸标准修订的时效性。
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